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Resumen
Objetivo:  Los  procesos  destructivos  del  periodonto  apical  están  en  su  mayoría  mediados  por
proteasas  especíﬁcas.  Existe  evidencia  de  que  los  niveles  de  metaloproteinasa  de  matriz
extracelular-9  (MMP-9)  en  el  ﬂuido  crevicular  gingival  (FCG)  podrían  reﬂejar  la  presencia  de
periodontitis  apical  asintomática  (PAA).  El  objetivo  de  este  estudio  fue  evaluar  la  actividad
de MMP-9  durante  la  respuesta  reparativa  periapical  en  controles  postendodóncicos  entre  una
semana y  6  meses  y  en  controles  sanos.
Materiales  y  métodos:  En  este  estudio  prospectivo  se  incluyeron  28  pacientes  con  periodontitisReparación  periapical apical asintomática,  y  se  tomaron  muestras  de  FCG  a  partir  de  dientes  con  PAA  en  línea  base
y controles  postendodóncicos  de  una  semana,  uno,  3  y  6  meses.  Adicionalmente  se  incluyeron
controles contralaterales  sanos.  Las  muestras  se  eluyeron  y  analizaron  mediante  gelatinogramas
y densitometría.∗ Autor para correspondencia.
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Resultados:  En  pacientes  con  periodontitis  apical  asintomática  se  identiﬁcaron  tanto  la  pro-
forma como  la  forma  activa  de  la  MMP-9.  Estas  presentaron  aumentos  signiﬁcativos  en  controles
postendodóncicos  de  3  y  6  meses  con  signos  de  reparación  periapical.
Conclusiones:  Los  niveles  de  MMP-9  aumentaron  signiﬁcativamente  en  dientes  con  diagnóstico
de PAA  durante  la  fase  reparativa.  Estos  resultados  sugieren  que  MMP-9  también  cumpliría  un
papel ﬁsiológico  durante  la  reparación  periapical,  que  es  susceptible  de  ser  evaluado  a  través
del análisis  del  FCG.
©  2014  Sociedad  de  Periodoncia  de  Chile,  Sociedad  de  Implantología  Oral  de  Chile  y  Socie-
dad de  Prótesis  y  Rehabilitación  Oral  de  Chile.  Publicado  por  Elsevier  España,  S.L.U.  Este  es
un artículo  Open  Access  bajo  la  licencia  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).
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Activity  of  matrix  metalloproteinase-9  in  gingival  crevicular  ﬂuid  during  the
reparative  phase  in  asymptomatic  apical  periodontitis
Abstract
Objective:  Apical  destructive  periodontal  processes  are  largely  mediated  by  speciﬁc  protea-
ses. Evidence  supports  that  the  levels  of  extracellular  matrix  metalloproteinase-9  (MMP-9)
could reﬂect  the  presence  of  asymptomatic  apical  periodontitis  (AAP)  in  gingival  crevicular
ﬂuid (GCF).  The  aim  of  this  study  was  to  evaluate  the  activity  of  MMP-9  during  reparative  res-
ponse in  periapical  post  endodontic  controls  between  1  week  and  6  months  later  and  in  healthy
controls.
Materials  and  methods: A  prospective  study  was  performed  on  28  patients  with  a  diagnosis  of
AAP. GCF  samples  were  taken  from  AAP  teeth  at  baseline  and  post-endodontic  controls  at  1
week, 1,  3  and  6  months.  Additional  healthy  contralateral  controls  were  obtained,  and  samples
were eluted  and  analyzed  by  densitometric  scanning  and  gelatin  zymography.
Results:  In  patients  with  asymptomatic  apical  periodontitis,  both  the  pro  form  and  the  active
form of  MMP-9  were  identiﬁed.  These  showed  signiﬁcant  increases  in  post-endodontic  controls
at three  and  six  months,  with  signs  of  periapical  repairing.
Conclusions:  MMP-9  levels  signiﬁcantly  increased  in  teeth  diagnosed  with  AAP  during  the  repa-
rative phase.  These  results  suggest  that  MMP-9  might  be  involved  in  the  healing  of  apical  tissues
that might  be  reﬂected  in  GCF.
©  2014  Sociedad  de  Periodoncia  de  Chile,  Sociedad  de  Implantología  Oral  de  Chile  y  Socie-
dad de  Prótesis  y  Rehabilitación  Oral  de  Chile.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This  is
an open  access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).
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La  periodontitis  apical  asintomática  (PAA)  se  deﬁne  como
la  inﬂamación  y  destrucción  del  periodonto  apical,  que
tiene  su  procedencia  en  el  tejido  pulpar  necrótico1.  La  PAA
se  encuentra  asociada  con  un  área  radiolúcida  periapical
detectada  radiográﬁcamente  y  ausencia  de  sintomatolo-
gía  clínica.  Esta  se  caracteriza  por  la  formación  de  una
lesión  osteolítica  perirradicular  que  histológicamente  puede
corresponder  a  un  granuloma  periapical  (GPA)  o  quiste
radicular  inﬂamatorio  (QRI).  El  GPA  puede  progresar  even-
tualmente  hacia  el  desarrollo  de  un  QRI,  como  resultado  de
la  proliferación  de  los  restos  epiteliales  de  Malassez  frente
al  estímulo  inﬂamatorio  crónico1.
El  inicio  de  esta  enfermedad  se  ve  reﬂejado  por  una  inﬂa-
mación  aguda  del  ligamento  periodontal  apical  y  del  hueso
circundante,  causada  por  productos  bacterianos  que  invaden
los  tejidos  periapicales  desde  el  canal  radicular2,3.  Luego  los
agentes  causales,  que  usualmente  son  bacterias,  sus  antíge-
nos  y  toxinas,  pueden  sobrepasar  la  capacidad  resolutiva  de
los  mecanismos  de  defensa  del  organismo  y  la  lesión  progre-
sará  hacia  la  cronicidad2.
b
e
lEl  diagnóstico  y  estudio  de  las  lesiones  periapicales
rincipalmente  se  realiza  mediante  biopsia  y  estudio  ana-
omopatológico  en  dientes  extraídos,  o  mediante  el  análisis
e  muestras  del  exudado  periapical  tomadas  a  través  del
anal  radicular4.
Ambos  métodos  son  invasivos,  y  no  permiten  el  segui-
iento  de  la  lesión.  Por  esta  razón  el  ﬂuido  crevicular
ingival  (FCG),  que  es  un  extravasado  plasmático  obte-
ido  de  forma  no  invasiva  desde  el  surco  gingivo-dentario,
odría  representar  una  alternativa  para  el  estudio  de  este
ipo  de  lesiones5. El  FCG  está  constituido  por  moléculas
erivadas  del  suero,  células  del  periodonto,  leucocitos  y  pro-
uctos  bacterianos  provenientes  del  bioﬁlm  subgingival.  En
ondiciones  inﬂamatorias  este  ﬂuido  contiene  componentes
erivados  de  los  procesos  de  destrucción  de  la  matriz  extra-
elular  de  los  tejidos  periodontales,  y  además  representa
na  fuente  importante  de  moléculas  asociadas  con  el  cata-
olismo  de  los  tejidos  perirradiculares  y,  en  particular,  con
l  tejido  óseo6-8.
A  nivel  óseo  la  degradación  de  colágeno  es  uno  de
os  eventos  principales  donde  los  osteoclastos  participan
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ctivamente  en  el  sitio  de  reabsorción,  producto  princi-
almente  de  la  actividad  de  metaloproteinasas  de  matriz
xtracelular  (MMP).  Los  productos  resultantes  de  la  proteó-
isis  del  colágeno  intersticial  realizada  por  la  MMP-13  u  otras
olagenasas  se  desnaturalizan  y  se  transforman  en  gelatina,
a  cual  es  susceptible  a  la  acción  de  las  MMP-2  y  99,10.  Más
ún,  la  presencia  de  proformas  y  formas  activas  de  MMP-9
e  ha  demostrado  en  lesiones  periapicales  de  origen  endo-
óncico  (LPOE)  y  FCG5,11.  La  MMP-9  es  capaz  de  degradar
ustratos  tales  como  laminina,  elastina,  ﬁbronectina,  colá-
eno  tipo  iv  y  colágeno  tipo  vii12-14.  Adicionalmente,  existe
na  interconexión  en  la  activación  de  la  cascada  proteolí-
ica  entre  las  MMP,  lo  que  podría  perpetuar  la  destrucción
sea  perirradicular15.  En  estudios  previos  se  determinó  que
xisten  niveles  aumentados  de  MMP-9  en  lesiones  extraídas
e  dientes  con  periodontitis  apical  en  relación  con  dien-
es  sanos16,17.  Por  otra  parte,  MMP-9  cumpliría  un  papel
siológico  reclutando  células  pro-osteolíticas  facilitando  la
emodelación  del  tejido  óseo  perirradicular18,19.
Debido  al  rol  que  posee  la  MMP-9  en  el  proceso  de
estrucción  y  progresión  de  las  LPOE9,  se  estima  que  la  pre-
encia  de  MMP-9  en  el  FCG  podría  representar  un  método
encillo  de  monitorización  de  los  estados  de  salud  o  enfer-
edad  de  los  tejidos  perirradiculares5.  Por  lo  anteriormente
en˜alado  se  propone  que  la  actividad  de  la  MMP-9  presenta
ariaciones  durante  la  fase  reparativa  de  dientes  con  PAA.  El
bjetivo  de  este  estudio  fue  evaluar  la  actividad  de  MMP-9
urante  la  respuesta  reparativa  periapical  en  controles  pos-
endodóncicos  de  una  semana,  un  mes,  3  meses  y  6  meses  y
n  controles  sanos.
etodología
elección  de  pacientes
e  incluyeron  28  pacientes  que  acudieron  a  la  clínica  de
ndodoncia  de  la  Facultad  de  Odontología  de  la  Universi-
ad  de  Chile  entre  los  an˜os  2009  y  2011  con  diagnóstico  de
AA,  de  acuerdo  con  los  siguientes  criterios12:  dientes  que  no
espondieran  a  los  test  de  diagnóstico  pulpar  (frío  probado
on  cloruro  de  etilo,  calor  probado  con  transpoliisopreno),
ientes  con  respuesta  normal  o  levemente  aumentada  a
a  percusión,  presencia  de  destrucción  ósea  apical  ≥  3  mm
n  relación  con  el  diente  en  cuestión  observada  al  exa-
en  radiográﬁco  (imagen  radiográﬁca  compatible  con  GPA
 QRI).  Se  excluyeron  del  presente  estudio  individuos  que
resentaran  tratamientos  con  antibioterapia,  corticoides
 antiinﬂamatorios  en  los  últimos  6  meses,  enfermedades
istémicas,  embarazo,  traumatismo  oclusal,  enfermedades
eriodontales  marginales,  tales  como  gingivitis,  periodon-
itis  crónica  y  periodontitis  agresiva  (deﬁnidas  por  la
resencia  de  pérdida  de  inserción  clínica  >  1  mm,  aumento
e  profundidad  al  sondaje  >  3  mm,  sangrado  al  sondaje  en
ás  del  10%  de  los  sitios  analizados  en  el  examen  y  presencia
e  placa  bacteriana  en  más  del  20%  de  los  sitios  analizados).
ecolección  de  muestra  de  ﬂuido  crevicular
ingival
ara  la  obtención  de  FGC  los  dientes  con  PAA  y  controles
ontralaterales  sanos  se  aislaron  con  tórulas  de  algodón,  se
y
d
sF.A.  Obregón  Miano  et  al
ecaron  suavemente  y  posteriormente  se  introdujeron  tiras
e  papel  absorbente  (periopaperTM, ProFlow,  Amityville,  NY,
E.  UU.)  en  el  surco  gingivo-dentario  hasta  ejercer  una  leve
esistencia  contra  el  tejido,  por  un  período  estandarizado
e  30  seg.  Se  repitió  lo  anterior  en  6  sitios:  mesioves-
ibular,  vestibular,  distovestibular,  mesiopalatino/lingual,
alatino/lingual,  distopalatino/lingual.  Se  obtuvieron  mues-
ras  de  dientes  sanos  y  diente  con  PAA  en  la  línea  base  y
ostratamiento  endodóncico  tras  una  semana,  un  mes,  3
eses  y  6  meses.  Se  excluyeron  aquellas  tiras  que  se  con-
aminaron  con  saliva  o  sangre.  Luego  fueron  almacenadas
n  un  tubo  Eppendorf  a --80 ◦C.  El  FGC  fue  eluido  utilizando
0  l de  amortiguador  de  elución  Tritón  X-100  al  0,01%,  con
n  cóctel  inhibidor  de  proteasas  libre  de  EDTA  (Roche,  Basel,
uiza).  Luego  se  vortexeó  30  segy  se  dejó  30  min  a  4 ◦C.  Se
entrifugó  a  12.000  rpm  durante  5  minutos  a 4 ◦C,  y  se  recu-
eró  el  sobrenadante.  El  procedimiento  de  elución  se  realizó
 veces,  hasta  un  volumen  ﬁnal  de  80  l/tira,  y  luego  las
uestras  fueron  almacenadas  a  --80 ◦C  hasta  su  posterior
nálisis.
elatinograma
lícuotas  de  las  eluciones  de  FCG  (2  l)  se  cargaron  en  geles
DS-PAGE  al  10%  con  1  mg/ml  de  gelatina  como  sustrato;  se
avaron  2  veces  en  Tritón  X-100  2,5%  durante  15  min,  e  incu-
aron  en  un  tampón  Tritón  X-100  al  0,01%  durante  17  h  a
7 ◦C.  Para  visualizar  las  bandas  correspondientes  a  la  MMP-
 los  geles  se  tin˜eron  con  azul  brillante  de  Coomassie  R-250
 destin˜eron  con  solución  de  ácido  acético  al  10%.  La  activi-
ad  gelatinolítica  correspondiente  se  detectó  como  bandas
emitransparentes  sobre  un  fondo  azul.  Se  realizaron  den-
itometrías  de  las  bandas  obtenidas  mediante  el  software
EL  LOGICTM (GEL  LOGICTM,  Carestream  Health  Incorpora-
ed,  Rochester  NY,  EE.UU.).  Los  resultados  se  expresaron  en
nidades  arbitrarias  de  densitometría.
nálisis  estadístico
ara  realizar  la  prueba  de  normalidad  se  realizó  el  test  de
hapiro-Wilk.  Las  comparaciones  entre  los  dientes  enfermos
n  la  línea  base  y  los  dientes  sanos  se  analizaron  mediante
est  de  Mann  Whitney.  La  comparación  entre  los  dientes
nfermos  en  línea  base  y  dientes  tratados  después  de  una
emana,  un  mes,  3  meses  y  6  meses  se  analizó  con  el  test  de
ilcoxon.  Para  la  determinación  de  los  parámetros  clínicos
 demográﬁcos  y  la  medición  de  MMP-9  se  utilizó  el  test  de
ann  Whitney  correlación  de  Spearman.  La  signiﬁcación  se
stableció  si  p  <  0,05.
esultados
as  características  de  los  pacientes  con  PAA  se  presentan
n  la  tabla  1.  Luego  de  6  meses  de  tratamiento  todos  los
ientes  demostraron  signos  de  reparación  periapical  sobre
a  base  de  sus  parámetros  clínicos  y  radiográﬁcos.  Todos  los
ientes  tratados  se  encontraron  clínicamente  asintomáticos no  se  identiﬁcó  lesión  radiográﬁca,  excepto  en  2  dientes  en
onde  el  taman˜o  de  la  lesión  se  redujo  considerablemente.
Las  características  generales  de  los  28  sujetos  de  estudio
e  presentan  en  la  tabla  1.
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Tabla  1  Características  generales  de  los  sujetos  de  estudio
Promedio  ±  DE  (%)
Edad  44,5  ±  15,7  −–
Mujeres  −–  78,6
Diámetro  de  la  lesión  (mm)  6,2  ±  2,7  −–
Fumadores  (%)  −–  65,4
PM
150
100
75
50
Complejos
ProMMP-9
ProMMP-2
Fragmentos
aMMP-9
Figura  1  Formas  enzimáticas  de  MMP-9  identiﬁcadas  en  FCG
de sujetos  con  periodontitis  apical  asintomática.
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Figura  2  Niveles  de  MMP-9  en  FCG  de  sujetos  con  perio-
dontitis  apical  asintomática  y  sanos.  aMMP-9:  forma  activa  de
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LaMMP-9:  forma  activa  de  metaloproteinasa  de  matriz
extracelular-9;  proMMP-9:  proforma  de  metaloproteinasa
de matriz  extracelular-9;  PM:  peso  molecular.
Mediante  análisis  zimográﬁco  de  FCG  se  identiﬁcaron  la
proforma  y  forma  activa  de  la  MMP-9.  Ocasionalmente  se
identiﬁcó  la  proforma  de  la  MMP-2  como  una  banda  de  tenue
intensidad,  mientras  que  su  forma  activa  no  se  identiﬁcó  en
las  muestras  analizadas  (ﬁg.  1).
Con  respecto  a  los  niveles  de  MMP-9  no  se  observaron
diferencias  estadísticamente  signiﬁcativas  en  los  niveles  de
proMMP-9  o  su  forma  activa  entre  dientes  con  PAA  y  controles
contralaterales;  sin  embargo,  en  PAA  los  niveles  de  proMMP-
9  y  MMP-9  activa  mostraron  una  tendencia  a  ser  mayores
(p  >  0,05;  ﬁg.  2).
El  análisis  de  FCG  de  los  niveles  de  proMMP-9  postrata-
miento  versus  la  línea  base  demostró  aumentos  signiﬁcativos
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Figura  3  A  y  B.  Niveles  de  MMP-9  en  FCG  de  sujetos  con  periodon
aMMP-9:  forma  activa  de  metaloproteinasa  de  matriz  extracelular-
postratamiento  endodóncico  respectivamente;  PAA  1S:  una  semana  
proteinasa de  matriz  extracelular-9.
*p  <  0,05.etaloproteinasa  de  matriz  extracelular-9;  PAA:  periodontitis
pical  asintomática;  proMMP-9:  proforma  de  metaloproteinasa
e matriz  extracelular-9;  S:  sanos.
l  mes,  3  y  6  meses,  mientras  que  la  MMP-9  activa  aumentó
igniﬁcativamente  respecto  de  la  línea  base  a  los  3  y  6  meses
p  <  0,05;  ﬁgs.  3  A  y  B,  respectivamente).
Adicionalmente,  se  evaluaron  las  posibles  asociaciones
ntre  los  niveles  de  MMP-9  del  FCG,  el  taman˜o  radiográﬁco
e  la  lesión  periapical,  la  edad,  el  sexo  y  el  tabaquismo,
in  embargo  no  se  encontró  asociación  entre  estas  variables
p  >  0,05).
iscusión
a  PAA  es  una  enfermedad  de  alta  prevalencia20,21 que  se
roduce  frente  a  la  invasión  bacteriana  del  sistema  de  cana-
es  radiculares2.  Sin  el  tratamiento  adecuado  la  PAA  puede
levar  a  la  pérdida  dentaria,  e  incluso  a complicaciones  peri-
axilares  y  sistémicas2.
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9,  n  =  28;  BL:  línea  base;  PAA  1M,  3M  y  6M:  uno,  3  y  6  meses
postratamiento  endodóncico;  proMMP-9:  proforma  de  metalo-
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Dentro  de  las  MMP  la  MMP-9  cumple  con  un  rol  primordial
n  la  PAA.  La  actividad  de  las  MMP-9  permite  la  remo-
ión  de  la  matriz  ósea  orgánica  para  que  el  osteoclasto
eabsorba  el  tejido  óseo,  tanto  durante  los  procesos  osteo-
estructivos  como  durante  la  reparación  y  remodelación19,
articularmente  la  gelatina,  que  corresponde  a  colágeno
esnaturalizado22.  En  el  presente  estudio  se  identiﬁcaron
anto  la  proforma  como  la  forma  activa  de  MMP-9  en  el  FCG
e  dientes  con  PAA  y  sanos,  y  se  determinaron  aumentos
igniﬁcativos  de  la  MMP-9  durante  el  proceso  de  reparación
eriapical  tras  el  tratamiento  endodóncico.
A  pesar  de  que  no  existió  una  diferencia  estadística-
ente  signiﬁcativa,  los  niveles,  tanto  de  la  proforma  como
a  forma  activa  de  la  MMP-9,  tendieron  a  ser  mayores  en
ujetos  con  PAA  en  relación  con  dientes  sanos.  La  presencia
 niveles  elevados  de  MMP-9  se  han  reportado  previamente,
anto  en  lesiones  periapicales23 como  FGC  de  dientes  con
AA  en  relación  con  controles.  Además,  en  lesiones  peria-
icales  sintomáticas  existiría  un  aumento  en  la  expresión  y
ctividad  de  la  MMP-95,24.  Estudios  desarrollados  en  perio-
ontitis  apical  experimental  han  demostrado  que  MMP-2  y
 se  inmunolocalizan  en  lesiones  perirradiculares  durante
u  desarrollo24,  proponiendo  que  estas  MMP  desempen˜arían
n  rol  crítico  en  el  desarrollo  inﬂamatorio  de  este  tipo
e  lesiones16,  probablemente  durante  la  fase  inicial  de  la
egradación  de  la  matriz  extracelular.  Adicionalmente,  la
xpresión  aumentada  de  MMP-9  participaría  del  desarrollo
e  las  lesiones  periapicales  en  una  fase  más  tardía16,17.  Por
tro  lado,  un  estudio  reciente  determinó  que  ratones  nulos
ara  MMP-9  desarrollaban  lesiones  de  mayor  taman˜o y  res-
uestas  inﬂamatorias  más  exacerbadas  en  comparación  con
atones  silvestres25.  En  conjunto,  los  antecedentes  sugieren
ue  MMP-9  en  niveles  ﬁsiológicos  presentaría  un  rol  protec-
or  de  los  tejidos  periapicales  a  través  de  su  participación
n  la  homeostasis  ósea,  mientras  que  la  actividad  pato-
ógicamente  elevada  de  la  MMP-9  estaría  asociada  con  la
estrucción  de  los  tejidos  perirradiculares.
En  el  presente  estudio,  luego  de  realizar  el  tratamiento
ndodóncico  en  dientes  con  PAA  se  identiﬁcó  una  tendencia
l  aumento  en  la  proforma  de  la  MMP-9,  así  como  también  un
umento  signiﬁcativo  de  la  forma  activa  de  la  MMP-9  tras  un
es  de  haber  realizado  el  tratamiento  endodóncico.  Estas
iferencias  se  acentuaron  y  presentaron  signiﬁcación  esta-
ística  para  ambas  formas  enzimáticas  de  la  MMP-9  tras  3  y
 meses.  Estos  resultados  demuestran  que  las  formas  acti-
as  y  proformas  de  la  MMP-9  no  solo  se  asociarían  con  el
esarrollo  de  las  lesiones  apicales,  como  proponen  estudios
revios16,23,  sino  que  también  estarían  involucradas  en  los
rocesos  reparativos  periapicales18,26.
En  síntesis,  el  presente  estudio  demuestra  que  la  activi-
ad  de  la  MMP-9  aumenta  signiﬁcativamente  en  FCG  durante
a  fase  reparativa  posterior  al  tratamiento  endodóncico.
stos  resultados  sugieren  que  la  MMP-9  no  solo  participa-
ía  de  la  destrucción  de  los  tejidos  perirradiculares,  sino
ue  también  cumpliría  un  papel  ﬁsiológico  durante  la  repa-
ación.onclusiones
os  niveles  de  proMMP-9  aumentaron  signiﬁcativamente  tras
n  mes,  3  y  6  meses  de  haber  realizado  el  tratamientoF.A.  Obregón  Miano  et  al
ndodóncico,  mientras  que  MMP-9  activa  aumentó  signiﬁ-
ativamente  3  y  6  meses  postratamiento.  Estos  resultados
ugieren  que  MMP-9  también  cumpliría  un  papel  ﬁsiológico
urante  la  reparación  periapical,  que  es  susceptible  de  ser
valuado  a  través  del  análisis  del  FCG.
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